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(5^ VECTEUR RETROVIRAL RECOMBINANT EN VUE D'UNE CORRECTION DE UADRENOLEUCODYSTROPHIE 
^ PAR TRANSFERT DE GENE. 



feT) L'invention conceme un vecteur retroviral recombinant 
comprenant: 

- un fragment d'un ADNc du gene dont la mutation est 
responsable d'adrenoleucodystrophie ou d'adrenoneuro- 
my^lopathie et qui code pour une protelne membranaire, et 

- un vecteur retrovlnal M48 dans lequel ledit fragment 
d*ADN complementaire est insere au niveau d'un site de 
restriction Bam HI. 
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VBCTEUR RETROVIRAIj RECOMBIHAHT EN VUE D'UHE C0RRSCTX02f 
DS I« ■ AOR£HOLBnCX>DYSTROPHXE PAR TR^SFBRT D£ GEHB. 

L' invention concerne un vecteur retroviral 
recombinant porteur du fragment d'ADNc codant pour vine 
proteine dont 1* absence ou la mutation est responsable 
d'une maladie genetique, 1 ' adrenoleucodystrophie (ALD) , 
mais egalement d * adrenoneuromyelopathie dont le gene 
est localise a I'extremite Xq2 8 du chromosome X, 

La presente invention concerne par ailleurs des 
cellules recombinantes modifiees par un tel vecteur 
retroviral, ces cellules etant susceptibles d'etre 
utilisees pour une implantation in vivo dans un but 
therapeutique • 

adrenoleucodystrophie est une maladie lethale 
provoquant une demyelinisation progressive dii systeme 
nerveux central, et causee par des mutations d'un gene 
codant pour une proteine appele ALDp, localise au 
niveau de la membrane peroxysomale . Cette maladie est 
associee a un defaut d'oxydation des acides gras a tres 
longue chaine, et en consequence leur accumulation dans 
divers types de tissus. 

Le gene dont la mutation peut conduire chez 
un patient a une pathologie de "type 
adrenoleucodystrophie a ete isole et caracterise par 
Mosser et al, (Nature n* 361 , 726-730 , 1993 ) . 

Des travaux effectues par Singh et al. en 1984 
(Proc. natl. Acad. Sci. U. S. A. 81, 4203-4207) puis Moser 
& Moser en 1991 [The Metabolic Basis of Inherited 
Disease (Scriver, C.R. , Beaudet, A.L., Sly^ W.S. & 
Valle, D. ; McGraw-Hill , New York) pp . 1511-1532 ] ont 
demontre que le principal trouble biochimique cause par 
I'ALD correspond a une oxydation defectueuse d' acides 
gras a tres longue chaine, ainsi qu'a leur accumulation 
dans la matiere . blanche cerebrale^ ' les glandes 
surrenales, les fibroblastes et le plasma. 
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Une etude effectuee en 1992 par Singh et al . (J. 
biol. Chein. 267, 13306-13313) a montre que dans le cas 
des f ibroblastes , les acides gras a tres longue chaine 
sont normalement . transpoirtes a travers la membrane 
peroxysomale. Parallelement, il a ete egalement 
demontre gu'un dysf onctionnement: de la syntlietiase 
responsable de 1 ' association du co-enzyme A et des 
acides gras a tres longue chaine empeche la ^-oxydation 
de ceux-ci. II semble qiae cette synthetase se sit:ue 
egalement au niveau de la membrane peroxysomale (Hashmi 
et al., FEBS Lett. 196,247-250 ; Wanders et al., 1988 
J; Inher. metab. Dis. 11 Suppl 2,173-177). 

Plus recemment, la demande de brevet FR 2.108.606 
a decrit 1 ' identification ainsi que 1' isolation du gene 
responsable de 1 ' adrenoleucodystrophie . Les demandeurs 
y ont demontre cpje les troubles metaboliques etaient 
dus a une proteine de 75 kDa defectueuse destinee a 
s'integrer dans la membrane du peroxysome. 

Plusieurs approches therapeutiques, incluant meme 
un regime lipidique combinant 1 ' administration de 
trioleate ainsi que de trierucate de glycerol, n*ont 
cependant pas permis de modifier 1 "evolution des 
lesions cerebrales dues a I'ALD. 

Les inventeurs avaient par ailleurs montre qu'une 
transplantation de inoelle osseuse pouvait inverser le 
processus de demyelinisation , consequence indirecte de 
1 'absence de proteine normale, si cette transplantation 
etait effectuee a un stade de developpement 
relativement precoce (Aubourg et al, 1990, New Engl. J. 
Med. 322, 1860-1866) . Cependant, afin de contoumer les 
problemes relatifs a 1 'histocompatibilite, seule une 
transplantation autologue de cellules de moelle osseuse 
dans lesquelles on aurait introduit le gene normal 
pouyait etre envisagee. 

L* introduction de ce gene devait s'effectuer en 
ayant pris sbin de choisir un vecteur compatible avec 
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le fragment d'ADNc insered'une part, et permettant 
1 'expression d*une proteine destinee a s'integrer dans 
la membrane peroxysoinale d* autre part. 

Les inventeurs ont alors constate que le vecteur 
retroviral M48 derive du retrovirus Moloney Mo-MI>V, et 
generalement prefere pour permettre 1 'expression des 
genes codant pour des proteines solubles, pouvait 
egalement permettre 1 'expression d'un gene codant pour 
une proteine de structure, en I'espece une proteine 
transmembranaire . 

Cette solution, utilisant les techniques de la 
therapie genique, comportait une premiere etape visant 
a etudier la possibilite de corriger in vitro le 
phenotype anormal de fibroblastes cutanes auc[uel I'ADNc 
du gene responsable de I'ALD aura ete transfecte. 

Les inventeurs ont pu alors observer que le but de 
1' invention, c'est-a-dire la correction du metabolisme 
de 1 • adrenoleucodystrophie , necessitant 1 ' integration 
de la proteine normale dans la membrane du peroxysome, 
ne pouvait etre atteint que par la combinaison du 
vecteur M48 et d'un fragment de I'ADNc codant pour 
ladite proteine. 

L' invention concerne ainsi des vecteurs 
retroviraux recombinants comprenant un fragment d'ADNc 
codant pour une proteine capable de s'integrer dans la 
membrane peroxysomale des cellules dans lesquelles elle 
a ete exprimee. Ces vecteurs retroviraux recombinants 
ont la capacite d'infecter des cellules et en 
particulier des cellules eucaryotes. 

L* invention concerne egalement des cellules 
recombinantes pouvant etre administrees, ou implantees 
Chez I'homme ou 1* animal, seules ou en association avec 
un vehicule approprie et produisant in vivo la proteine 
a laquelle il a ete fait reference ci-dessus. 

Par ailleurs, 1 ' utilisation a des fins 
therapeutiques de ces vecteurs retroviraux, ainsi que 
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des cellules recombinantes les contenant:, est 
envisageable sur des sujets animaux y compris I'hosnne. 

La proteine "normale" correspondant au gene 
"normal" qui, lorsgu'il est mute, peut conduire a un 
etat pathologique de type ALD, n'ayant pas de 
denomination biologicpae specif ique, seront definis en 
utilisant le terme correspondant a la maladie : 

- le gene denomme "gene normal de I'ALD" est le gene 
normal qui^ lorsqu'il est mute, peut conduire a une 
pathologie de type adrenoleucodystrophie chez un 
patient. II a ete caracterise dans la publication de 
Mosser et al . (Nature n- 361, 726-730, 1993) , 

- le vecteur denomme M4 8-ALD est un vecteur recombinant 
comprenant 1 ' ADNc, codant pour une proteine dite 
normale, construit a partir du vecteur M48 decrit par 
Guild et al. (J.Virol 62, 3795-3801, 1988), 

- l'AIJ[)p normale est la proteine codee par le gene de 
I'ALD dont les anomalies sont genetiguement 
responsables de 1 » adrenoleucodystrophie, 

- les fibroblastes ALD sont des f ibroblastes des 
patients exprimant le phenotype biochimique 
pathologique de I^AIjD. 

La presente invention fournit des moyens 
permettant la transfection in vitro ou in vivo de 
cellules exprimant le gene dont les anomalies sont 
responsables de 1 ' adrenoleucodystrophie. Ce vecteur 
retroviral recombinant permet 1' expression du gene 
normal ALD le cas echeant apres integration dans le 
genome des dites cellules. 

Le vecteur choisi presentera par ailleurs vme 
forte capacite d' infection des cellules, et conferera 
de preference une stab i lite a long terme de 
1 'expression du gene normal ALD present le cas echeant 
sous forme integree dans le genome des cellules . 

L* invention concerne done un vecteur retroviral 
recombinant caracterise en ce qu'il comprend 
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— un fragment d'un ADNc du gene dont: la mutation est 
responsable d ' adrenoleucodystrophie ou 
d 'adrenoneuromyelopathie, et qui code pour une proteine 
membranaire, 

- un vecteur retroviral M4 8 dans lequel ledit fragment 
d'ADNc est insere au niveau d'un site de restriction 
BamHI. 

Selon un premier mode de realisation particulier 
de 1* invention, le vecteur retroviral recombinant est 
tel que 1* expression de I'ADNc s'effectue sous le 
controle du promoteur de la phosphoglycerate kinase de 
souris. 

Egalement selon 1' invention, I'ADNc est vm 
fragment Spel - EcoRI d'une longueur de 2,43 kb. 

Ce fragment correspond aux nucleotides 333 a 2750 
de 1*ADN complementaire du gene de I'ALD dont la 
sequence a ete pulbiee par Mosser et al* en 1993 
(Nature 361, 726-730). 

L^expression de ce fragment d'ADNc peut 
s'effectuer selon un autre mode de realisation de 
!• invention sous le controle d'xin LTR viral ou de 
promoteurs actifs uniquement dans les cellules souches 
hematopoietiques, des cellules gliales du systeme 
ne3rveux central, notamment les oligodendrocytes et les 
cellules microgliales. 

Un schema du vecteur retroviral recombinant selon 
1» invention ^tabli a partir du vecteur M48 est 
represente a la figure 1. 

Egalement selon 1' invention, un vecteur retroviral 
recombinant ci-dessus defini peut etre en outre 
caracterise en ce que le fragment d'ADNc code pour une 
proteine capable de s*integrer dans la membrane d'un 
organite cellulaire, nommement le peroxysome lorsque ce 
vecteur est introduit dans une. cellule hote 
recombinante • 



2729399 



6 

Selon d'autres modes de realisation de 
1 •invention^ ie vecteur retroviral M48 est remplace par 
un vecteur de type "Adeno-associated-viru.s" / adenovirus 
ou im autre vecteur retroviral, notaminent MFG. 

L' "adeno-associated virus" (AAV), pouvant servir 
d^auxiliaire de replication a 1 'adenovirus, possede un 
ADN qui semble etre capable de s'integrer en un site 
particulier de I'ADN chromosomique. 

La construction et 1 'expression d'un vecteur de 
type AAV ont d'ailleurs ete decrites dans le cas 
specif ique d'un ADNc de beta-globuline (Dixit 
Gene 1991 ; 104 ; 253-7) . 

Ce vecteur, ainsi que le vcteur retroviral MFC 
(OHASHI et al. PNAS vol.85 n°23 M 113 3 2-113 3 6-1992). 

I, 'invention concerne par ailleurs des cellules 
recombinantes caracterisees en ce qu ■ il s'agit de 
cellules ayant la capacite d'etre tolerees 
iDununoloqiquement par I'organisme aucjuel elles seraient 
administrees, ces cellules ayant ete auparavant 
modifiees par le vecteur retroviral de 1' invention, 
c 'est-a-dire repondant a la definition precedente. 

Ces cellules peuvent etre des cellules issues de 
I'organisme chez lequel elles doivent etre implantees 
apres transduction in vitro avec le vecteur de 
1' invention, ou des cellules depourvues a leur surface 
d'antigenes reconnus par le systeme immunitaire de 
I'organisme chez lequel elles sont implantees, 
egalement transduites in vitro . 

A titre prefere, ces cellules recombinantes sont 
des cellules souches hematopoietiques> en particulier 
des cellules precoces, notamment la population 
cellulaire CT 34* ; de preference il s'agit de cellules 
souches hematopoietiques autologues par rapport au 
patient chez lequel on souhaite les implanter apres 
leur modification par un vecteur selon 1* invention. 
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Dans un autre mode de realisation de 1* invention, 
les cellules recombinantes sont des fibroblastes 
cutanes . 

II peut egalement s'agir de cellules constitutives 
du systeme nerveux, notaininent d • oligodendrocytes ou de 
cellules microgliales. 

Ainsi que precedemment decrit, ces cellules 
peuvent etre modifiees par un vecteur recombinant 
codant pour un polypeptide determine, en 1' occurence la 
proteine ALDp, ce vecteur permettant 1' expression du 
fragment d"ADN etranger -ici un ADNc- dans les 
cellules. 

Ces cellules peuvent etre modifiees par les 
methodes dites de recombinaison homologue. La 
penetration du vecteur dans les cellules est realisee 
en utilisant 1 • electroporation ou, tel que ci-apres 
decrit, una coprecipitation ADN-phosphate de calcium • 

Toute autre methode impliquant 1* entree d'un acide 
nucleique, soit seul, soit par 1 • intermediaire d'un 
virus recombinant, entre egalement dans le cadre de 
1' invention. 

L' invention concerne egalement 1 • utilisation de 
vecteurs ou de cellules recombinants selon 1' invention, 
pour la preparation d'un medicament servant au 
traitement des maladies susceptibles d'etre corrigees 
par 1' expression du fragment d'ADNc tel que 
precedemment defini, 
DESCRIPTIF DES FIGURES 

Figure 1 : representation schematique de la 

construction retrovirale M48-ALD . Le gene 

complementaire du gene de I'ALD, de la position 333 a 
2750 de la sequence publiee par Mosser et al. Nature, 
361, 726-730, 1993, a ete insere dans le site de 
clonage BamHl du vecteur M48 a la position 2727 de ce 
vecteur. 
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Ficrure 2 : integration du provirus M4 8-AIJD intact dans 
des fibroblastes ALD. 

L'ADN genomique de fibroblastes cutanes normaux ainsi 
que de fibroblastes cutanes ALD, digeres par Kpnl ainsi 
que le vecteur plasmidique ont ete sondes au niveau de 
I'exon 13 de I'ADNc. 

Ligne 1 : genome a 0,2 copie par cellule du plasmide 
M48-ALD ; ligne 2 : fibroblastes normaux ; ligne 3 : 
fibroblastes ALD n'ayant pas subi de transduction ; 
ligne 4 : fibroblastes ALD ayant subi une transduction 
par le vecteur Glu-3 ; ligne 5 : fibroblastes ALD ayant 
subi une transduction par le vecteur M48— ALD. 
Figure 3 : transfert immunologique de I'ALDp dans des 
fibroblastes ALD avant et apres correction avec le 
vecteur M4 8-ALD. 

Ligne 1 : fibroblastes normaux ; ligne 2 : fibroblastes 
du patient 1 avant transduction ; ligne 3 : 
fibroblastes du patient 1 deux semaines apres 
transduction ; lignes 4 et 6 : fibroblastes du patient 
2 avant transduction ; ligne 5 : fibroblastes du 
patient 2 deux semaines apres transduction ; ligne 7 : 
fibroblastes du patient 2 deux mois apres transduction. 
Figure 4 : expression et localisation de 1 'ALDp dans 
les fibroblastes ALD avant et apres correction avec le 
vecteur M48-ALD. 

A et C : fibroblastes de 2 patients atteints d'ALD 
avant correction ; B et D : fibroblastes du patient 1 
atteint d'ALD. 

Figure 5 : oxydation de l*acide lignocerique (A) et 
teneur d'acide hexacosanoi.que (B) dans les fibroblastes 
de patient atteint d'ALD avant et apres correction avec 
le vecteur M48-ALD. 

- : fibroblastes n' ayant pas subi de transduction ; (1) 
: fibroblastes ayant subi une transduction et apres dix 
jours de culture ; (2) : fibroblastes ayant subi une 
transduction et apres deux mois de culture. 
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Ficrure 6 : vecteur M48 dans pBR 322 selon Danos et 
Mulligan. 

Ficrure 7 : sequence de I'ADNc de la proteine impliquee 
dans 1'AL.D. 

Egeaple 

Culture des Cellules 

Ces cultures ont ete effectuees a partir de 
fibroblastes immortalises et de fibroblastes "normaux". 
Les resultats experimentaux concemant 1* expression de 
I'AUP normale et discutes ulterieurement se rapportent 
en consequence aux fibroblastes non- immortalises. 

Les inventeurs ont dans un premier temps ef fectue 
des cultures de fibroblastes cutanes de patients ci- 
apres denommes JL et SM, respect ivement atteints d'une 
forme infantile cerebrale d'ALD et 

d'adrenomyeloneuropathie. Ces cultures presentaient des 
fibroblastes ayant une forte teneur en acides gras a 
tres longue chaine, acides gras n'ayant en 1 •occurence 
pas subi I'oxydation attendue en raison des anomalies 
du gene de I'ALD. Les cellules ont ete maintenues dans 
un milieu DMEM additionne d'une solution a 10% en 
volume de serum foetal de veau inactive- Ces lignees de 
cellules sont caracterisees soit par une quasi-absence 
d • AIiDp lors d • experiences d ' immunofluorescence ou 
d»"immunoblotting", soit par une presence d'ALDp non 
fonctionnelle et done defectueuse. 

Des fibroblastes des patients JL et SM furent 
immortalises par 1 ' utilisation d'une construction 
virale contenant un gene codant pour l»antigene grand T 
de SV4 0 et recombines par le gene marqueur de selection 
codant pour la neomycine phosphotransferase. 

Les cellules produisant le retrovirus (SV40 pop) 
derivaient du systeme vector iel pZipNeoSV(X) decrit par 
Jat et al. en 1986 (Mol. Cell Biol. 6, 1204-1217). 
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Les fibroblastes ALD, immoirtalises ou non par SV40 
ainsi cpae la lignee cellulaire d 'encapsidation V^nilP 
ont ete cultives dans un milieu DHEM avec 10% de serxim 
de veau nouveau-ne. Tous les milieux furent 
supplementes avec de la glutamine 2inM, de la 
penicilline a raison de 50 unites/ml et une sulfate de 
streptomycine a raison de 50 mg/ml. 

Construction et encapsidation du vecteur 
retroviral M48-ALD 

Pour la suite entrepris la construction du vecteur 
retroviral M48-ALD, les inventeurs ont alors isole le 
fragment de 2,43 Kb Spel-EcoRI de I'ADNc integral 
codant pour I'ALDp humaine normale (Fig. 7). Apres 
avoir ete complete puis lie a un "linker" Bell, ce 
fragment a ensuite ete insere dans 1 ' orientation sens 
au niveau d • un site de restriction Bam HI du vecteur 
retroviral M48 derive du retrovirus de la leucemie 
murine de MoMuLV Moloney. 

L'insertion a necessite 1 'utilisation de linkers 
entrainant une modification des sequences en cunont (5') 
et en aval (3') de I'ADNc du gene de I'ALD sans que ce 
dernier soit lui-roeme modi fie. Ces modifications sont 
retrouvees sur la figure 1. Dans cette construction 
M48-AIiD, 1 'expression de I'ADNc est sous le controle du 
promoteur du gene de la phosphoglycerate kinase de 
souris (PGK) . 

Parallelement , un vecteur de controle GIU-3 a ete 
obtenu par insertion du gene de la ^-glucuronidase dans 
le meme vecteur M48. Le vecteur PGK-neomycine, 
contenant un gene de resistance a la neomycine issu de 
TN5 (Moullier et al., 1993, Transplantation S€, 
427-432) sous le controle du promoteur PGK, a ete 
utilise pour la selection au G418 (Adra, C-N. , 1987, 
Gene, 60, 65-72) . 

Les vecteurs M48-ALD et "PGK^-neomycine" ont ete 
co-trarisfectes dans une lignee cellulaire 



SDCXID: <FR 2729399At_L> 



2729399 



11 

d •encapsidation amphotrbpe ipCRlP par 1 • intermediaire 
d^une coprecipitation ADN-phosphate de calciirm. Les 
cellules transfectees ont ete selectionnees dans un 
milieu contenant du G418 (Img de base active par 
millilitre, GIBCO/BRL) - Des clones ont ete isoles par 
"ringcloning" et amplifies pour generer des lignees 
cellulaires. Les clones recombinants M48-ALD ont ete 
selectionnes sur la base d'essais positifs 
d* immunofluorescence avec des anticorps anti-AIiDp. 
L' absence de virus "Helper" a ete testee par des essais 
de mobilisation de virus. 

Transfert du fra<?ment d'ADNc 

Afin de transferer I'ADNc du gene de 1"ALD, on a 
tout d'abord ensemence des fibroblastes cutanes ALD a 
5% de confluence durant les seize heures precedant 
1' infection. Les cellules ont ensuite ete incubees 
pendant une duree de huit heures avec dix millilitres 
de surnageant de vecteurs M4 8-ALD ou Glu-3 fraichement 
filtre en presence de polybrene (8 mg/ml, Sigma) • 
L' infection est effectuee a deux reprises, deux jours 
consecutifs. Apres 1' infection des fibroblastes ALD, on 
a select ionne les clones produisant la plus forte 
quantite de virus recombinant M4 8-ALD sur la base du 
nombre de copies integrees du provirus M48-ALD intact. 

Analyse par Southern Blot 

Un Southern blot a alors permis de constater que 
cette infection a about i a 1 ' integration d» environ une 
copie de proviirus par genome. L'ADN genomique avait ete 
isole et digere par 1' enzyme de restriction KpnI . Cette 
analyse est plus amplement detaillee dans la 
publication de Sarde et al. Genomics 22, 13-20, 1994. 
La sonde utilisee (Exl3) correspond aux nucleotides 
1221 a 1829 de I'ADNc du gene de l^ALD. 

Anticorps mono et polyclonaux 

La production, ainsi que les caracteristiques des 
anticorps polyclonaux anti-ALDp humaine normale (1D6 et 
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2B4) , ont ete decrites dans la publication de Mosser et 
al- (1994, Hum, mol . Genet. 3, 265-271). Ces deux 
anticorps n'ont pas presente de reaction croisee avec 
I'AIiDp de souris. 

Analyse par immunoblottincr et imnunocytof luorescence 
Une analyse par "immunob lot ting" et 

immunocyto fluorescence a ensuite ete effectuee selon un 
protocole deer it dans ce mexne document, dans leqfuel on 
retrouve egalement 1 ' integralite du processus 
d' extraction cellulaire. 

Ainsi, 50x10^ fibroblastes par millilitre ont ete 
mis en culture pendant seize heures dans des plagues de 
culture (Nunc) , pour etre ensuite fixes dans du 
formaldehyde a 2% durant guatre minutes, et 
permeabilises dans du PBS-Triton a raison de 0^1%. I^es 
cellules ont ete ensuite incubees a temperature 
ambiante soit avec les anticorps (1D6 ou 2B4) soit avec 
un anti-senxm de keto-thiolase ou de catalase 
peroxysomale dans du, PBS-Triton a raison de 0^1%, et 
avec 500 /xg/ml d'IgG d'oie. Des anticorps biotinyles de 
souris pour 1D6 et 1D4, et de lapin pour la 
ketothiolase ou la catalase peroxysomale ont ete 
ajoutes a raison de 10 ;xg/ml (Vector) , et un marguage 
specificpje a ete revele par 1 • utilisation de la 
streptavidine Cy3 (Laboratoires Jackson Immunoresearclx) 
ou la streptavidine f luoresceine (Vector) . 

Pour les etudes de co-localisation, des cellules 
ont tout d • abord ete tiraitees par des anticoirps 1D6 ou 
2B4, puis par 1 'anti-serum de catalase peroxysomale. 

Trois series d * experiences ont ete effectuees afin 
d'exclure les reactions croisees non specif iques entre 
anticorps primaires et secondaires. Des cellules ont 
ete incubees avec : 1) des anticorps monoclonaux 106 et 
des anticorps de lapin marcjues a la f luorescine-avidine 
P ; 2) un antiserum catalase et des anticorps de souris 
margues a la Cy3-Streptavidine ; 3) des anticorps 
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anti-isotypes (IgGI) de souris biotyniles et de la 
CyS-Streptavidine . 

Determination des taux d'acides gras a tres loncrue 
chaine et de l*act:ivit:e y^-oxydante du peroxysome 

Les concentrations en acides gras a tres longrue 
chaine ont ete ensuite mesurees dans des fibroblastes 
cutanes par 1 •utilisation d'une technique combinant la 
spectrometrie de masse et la chromatographie en phase 
gaz/liquide, selon un protocole decrit par Aubourg P, 
et al. (1985, J. Lipid Res. 26, 263-267). La capacite 
des fibroblastes a oxyder I'acide lignocerique en 
acetate, a ete mesuree selon un protocole decrit par 
Aubourg P. et al . (1993, Pad Res. 34, 270-276). 

Transduction retrovirale d ' un ADNc codant pour une 
ALDp normale dans des fibroblastes de patients attaints 
de 1 ' ALP 

Cette etape a permis d'evaluer si ce transfert 
etait en mesure de corriger les troubles generes par 
cette maladlxe. Ainsi gue precedemment: decrit, la 
construction de 1» invention a ete co-trans fectee avec 
le plasmide PGK-neomycine, conferant une resistance a 
G418 dans les cellules d'enveloppes ♦CRIP^ ceci 
permettant 1* isolation de plusieurs lignees cellulaires 
productrices du virus amphotrope M4 8-ALD. 

Des fibroblastes cutahes ALD ont ensuite fait 
I'objet d'une transduction avec, soit un surnageant de 
cellules 0CRIP productrices de M48-ALD, soit un 
surnageant des cellules Glu-3-^CRlP. Des etudes basees 
sur 1 • inununocytof luorescence ont montre que 75+6% des; 
fibroblastes du patient JL et 66+4% des fibroblastes du 
patient SL exprimaient la proteine recombinante ALDp 
normale apres deux cycles d* infection. L» integration 
provirale de M48-ALD intacte fut ensuite demontree par 
une analyse par un Southern blot sur des fibroblastes 
cutanes ALD (figure 2) . 
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Expression in vit:ro de I'AUirp normale dans des 
f ibroblast:es ayant incorpore le vecteur 

Afin de determiner I'effet de la transduction 
retrovirale sur 1» expression de la proteine 
recombinante ALDp, des fibroblastes ALD ayant fait 
l^objet d'une transduction ont ete mis en culture a 
confluence dans un milieu frais, pour etre ensuite 
etudies par immunocytof luorescence et immunoblotting. 

L* immunoblotting de fibroblastes normaux avec des 
anticorps 1D6 et 2B4 a revele une proteine specifique 
de 75 kDa : I'AIDp (figure 3, ligne 1) (Mosser et al., 
1994, Hum. mol . Genet. 3, 265-271). Cette bande a 75 
kDa etait absente chez les fibroblastes issus du 
patient JL (figure 3^ lignes 4 et 6). Apres 
transduction avec le vecteur M48-AIjD, une bande ALDp a 
75 kDa etait presente chez les fibroblastes des deux 
patients atteints d'ALD (figure 3, lignes 3 et 5) . Si 
l"on se base sur la mesure de 1 ' intensite de la bande, 
on peut observer que 1» expression de I'AUDp est 
augmentee de cinq fois par rapport a sa valeur normale 
dans ces fibroblastes. La bande a 75 kDa n' etait pas 
detectable dans les fibroblastes ALD ayant subi une 
transduction par le vecteur controle Glu-3- 

Par utilisation d' immunocytof luorescence 

indirecte, les anticorps 106 et 2B4 ont permis de 
detecter, avant transduction avec le vecteur M48-AIiD, 
un pointille de tacbes f luorescentes cytoplasmiques 
dans les fibroblastes des patients SM (figure 4) 
cependant moins intense que eel les observees dans les 
fibroblastes normaux, mais n'ont pu reveler aucun 
signal fluorescent pointille dans les fibroblastes JL. 

Apres transduction avec le vecteur M48-ALD, une 
coloration pointillee marquee est reapparue dans les 
fibroblastes du patient JL (figure 4B) et le motif 
pointille augmenta notablement dans les fibroblastes SM 
(figure 4D). Ces. modifications ne furent pas observees 
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dans les cellules ayant sxibi une transduction par le 
yecteur controle Glu-3 . 

Une double immunocytof luorescence indirecte 
confinna que I'ALDp recombinante etait bien 
peroxysomale. Les fibroblastes du patient JL ayant subi 
une transduction par le vecteur M48-AUD, ont presente 
un signal pointille rouge lorsqu'one 

immunocytof luorescence indirecte etait effectuee avec 
des anticorps anti-ALDp marques par Cy3 (figure 4E) , et 
un signal pointille vert lorsque tuie 

immunocytofluorescence indirecte etait effectuee par un 
antiserxm de catalase peroxysomale marque par la 
fluoresceine (figure 4F) . Une image superposee montra 
une tache jaune brun entre les signaux pointilles verts 
et rouges (figure AG), indiquant que I'ALD recombinante 
ainsi que la tbiolase peroxysomale endogene etaient 
co-localisees au niveau du peroxysome, de la meme fa^on 
que cela avait ete observe par Mosser et al . (1994, 
Hum. mol. Genet. 3, 265-271) dans les fibroblastes 
normaux. 

Aucun agregat cytosolique ne fut observe dans les 
deux lignees cellulaires ALD, ceci indiquant que la 
plupart, si ce n'est toutes les ALDp recombinantes, 
avaient ete correctement incorporees dans les membranes 
peroxysomales. Ceci atteste le fait que les 
fibroblastes ALD possedent un systeme capable 
d'integrer au niveau des peroxysomes de grandes 
quant ites d'ALDp. 

Expressio n a long terme de 1 'ALE)p normale chez des 
fibroblastes ayant incorpore le vecteur 

Les inventeurs ont ensuite etudie 1 'expression a 
long terme d'ALDp normale dans des fibroblastes traites 
par le vecteur de 1' invention. L-intensite de la bande 
a 75 kDa detectee par "immunoblotting" ne presentait 
pas de difference significative chez les fibroblastes 
cutanes ALD ayant subi une transduction par le vecteur 
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M4 8-ALD et ayant ete mis en culture pendant une periode 
de deux mois (c 'est-a-dire correspondant a cinq 
passages) (figure 3, lignes 5 a 7) • Par des techniques 
d • immunofluorescence, aucun abaissement du pourcentage 
d' expression de I'ALDp recombinante chez les patients 
JL et SM n'a ete observe durant cette periode de deux 
mois. 

Correction du metabolisme des acides qras a tres 
lonque chaine chez les fibroblastes ayant incorpore le 
vecteur 

La ^-oxydation de I'acide lignocerique (C24:0) 
avait subi un abaissement de respectivement 27% et 35% 
dans les fibroblastes des patients JL et SM. Apres 
transduction avec le vecteur M48-ALD de 1 * invention, 
ces fibroblastes presentaient des taux de degradation 
de I'acide lignocerique normaux (figure 5A) - 

Pour estimer plus precisement la correction 
phenotypique, les concentrations d' acides gras a tres 
longue chaine ont ete mesurees dans des fibroblastes 
ALD avant et apres transduction par le vecteur M48-ALD. 
La figure 5B montre que la teneur en acides gras a tres 
longue chaine, dans des fibroblastes n» ayant pas siobi 
de transduction des patients SM et JL, etait 3,5 a 4 
fois superieure a celle des fibroblastes normaux. La 
transduction par le vecteur M4 8--ALD a normalise la 
concentration en acide hexacosanoique de ces 
fibroblastes (figure 5B) , ainsi que les rapports entre 
acides gras C2 6:0/C22:0 et C24:0/C22:0. Aucvm 
changement n ■ a ete cependant obseirve dans . les 
fibroblastes ALD ayant subi une transduction avec le 
vecteur de controle Glu-3. Les taux d' acides a tres 
longue chaine des fibroblastes ALD ayant subi une 
transduction et mis en culture pendant une duree de 
trois mois, sont restes normaux (figure 5B) . 

D'un point de vue histologique, les travaux 
effectues par Moser et Moser en 1991 [The Metabolic 
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Basis of Inherited Disease (Scriver, C.R., Beaudet, 
A.L,, Sly, w. s. & valle, ; McGraw--Hill , New York) 
pp. 1511-1532] avaient pu aboutir aux observations 
suivantes. 

Les lesions demyelinisantes causees par I'ALD au 
niveau du cerveau sont diffuses* Elles concement 
souvent le lobe occipital et/ou le lobe frontal, ainsi 
que les capsules internes. II est vraisemblable que la 
demyelinisation observee dans I'ALD est liee a 
1 •accumulation d'acides gras a tres longue chaine au 
niveau des differentes fractions lipidiques de la 
myeline, entrainant ainsi une alteration de leurs 
proprietes physiques ainsi qu»une destabilisation de la 
membrane myelinique. 

Des vecteurs adenoviraux ou herpetiques non 
replicants ont ete proposes pour des injections 
stereotactiques dans le but d'introduire des genes 
etrangers au niveau de differentes zones du cerveau. 
Cette approche ne convient cependant pas au cas de 
1 'ALD puisque cela necessiterait de nombreuses 
injections au niveau des differents sites du cerveau. 

Les recents travaux de Altman (Altman> J. 1994, 
Trends Neurosci. 17, 47-49) ont montre que jusqu»a 20% 
des cellules gliales sont des cellules de la microglie. 
Bien que le remplacement des cellules fixes de la 
microglie soit une question encore controversee, 
plusieurs constatations suggerent que les monocytes 
derives des cellules hematopoietiques peripheriques 
puissent traverser la barriere sanguine du cerveau, 
penetrer le parenchyme cervical et se differencier en 
cellules microgliales (Altman, J. 1994, Trends 
Neurosci. 17, 47-49 ; Hickey, W.F. & Kimura H. 1988, 
Science 239, 290-292). 

La transplantation de moelle osseuse permet 
1 •amelioration de plusieurs desordres 

neurodegeneratifs, et cela s'expligue par le 
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r emplacement: de cellules microgliales anormales grace a 
I'apport de nouvelles cellules hematopoietiques 
[Krivit, & Shapiro, . E. 1991, in Treatment of genetic 

disorders (Desnick, R.J. ; Churchill Livingston, New- 
York) pp. 203-221] . 

Les travaux de Aubourg et al. (1990 New Engl. J. 
Med. 322, 1860-1866) ont demontre que concemant 1*ALD, 
une transplantation allogenic[ue de moelle osseuse peut 
reverser, ou stopper, la demyelinisation lorsque 
celle-ci est effectuee sur des enfants presentant des 
lesions demyelinisantes moderees et a progression 
lente. Cette procedure requiert cependant un donneur 
parfaitement histocompatible, tout en comportant des 
risques importants, y compris une violente reaction des 
cellules donneuses centre les cellules hotes. 

Afin de circonvenir ces problemes, les inventeurs 
ont considere qu'une transplantation de moelle osseuse 
a caractere autologue, suite a 1 ' insertion du gene 
normal de 1*AI*D, pourrait constituer une approcbe 
alternative. Une premiere etape nous a permis de 
determiner si le transfert in vitro de I'ADNc normal de 
I'AIJD pouvait corriger le phenotype des fibroblastes 
ALD. 

On a done construit un vecteur retroviral 
recombinant M4 8-ALD permettant 1 ' insertion ainsi que 
1" expression du ADNc normal de I'ALD humain. Cette 
construction a par la suite ete testee dans des 
fibroblastes cutanes de patients n ' ayant aucun lien de 
parente. Avant la transduction par le vecteur M48-A1JD^ 
I'AI^Dp etait absente au niveau de I'une des lignees des 
cellules mutees et presente mais defectueuse dans 
1 " autre . 

Apres transduction par le vecteur recombinant 
M48-AI4D, I'ALDp recombinante abondamment exprimee fut 
normalement incorporee dans les peroxysomes des 
fibroblastes des deux patients. La distribution 
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cellulaire de I'ALDp recombinante etait diffuse comme 
dans les fibroblastes nonaaux, et co-local isee avec la 
cetothiolase peroxysomale. Bien que I'AIX^ etait 
surexpr imee , aucun agregat d'ALDp n'a ete observe dans 
le cytosol, comme c'est le cas dans une lignee de 
cellules particulieres de Zellweger (GM6231) . Ces 
resultats confinnent le fait que la plupart^ si ce 
n'est toutes les proteines recombinantes ALOp, etaient 
correcteiaent local isees au niveau des peroxy somes. 

II a ete mbntre par Moser et Moser [The Metabolic 
Basis of Inherited Disease (Scriver, C.R. , Beaudet, 
A.L, ^ Sly, W.S. & Valle, D. ;McGraw-Hill^ New York) 
pp, 1511-1532] et par Singh et al. (Proc. natl. Acad. 
Sci. U.S.A. 81, 4203-4207) que I'oxydation de I'acide 
lignocerique, un substrat de la ^-oxydation 
peroxysomale, etait reduite de 20 a 35% de la normale 
dans les fibroblastes ALD. 

Le transfert de gene utilisant les moyens decrits 
dans la presente invention a permis de normaliser 
completement ce defaut d'oxydation. En conseqpience, la 
teneur en acides gras a tres longue chaine est 
redevenue normale au niveau des lignees cellulaires de 
fibroblastes des patients chez qui ces acides gras 
avaient ete accumules. Ces resultats indiguent que 
I'ALDp recombinante localisee au niveau de la membrane 
peroxysomale etait fonctionnelle et permettait une 
restauration totale de I'activite de la synthetase qui 
permet d*associer les acides gras a tres longue chaine 
deficiente en ALDp. L" expression stable d'ADLp ainsi 
qu'une correction metabolique prolongee etait obtenue 
pour trois mois. 

Puisque des vecteurs retroviraux peuvent 
efficacement transferer, ainsi qu'exprimer, des 
quantites physiologiques de glucocerebrosidase dans des 
cellules hematopoietiques a longue vie de la moelle 
psseuse chez des patients atteints de la maladie de 
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Gaucher (Nolta J. A, et al,, 1992, J, Clin. Invest. 90, 
342-348) , on devrait obtenir des resultats similaires 
avec I'ALDp Chez les patients atteints 

d * adrenoleucodystrophie . 
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REVENDI CATIONS 

1. Vecteur retroviral recombinant cairacterise en 
ce qu'il comprend : 

- un fragment d'un ADNc du gene dont la mutation est 
responsable d ' adrenoleucodystrophie ou 
d 'adrenoneuromyelopathie et qui code pour une proteine 
membr ana i r e , 

- un vecteur retroviral M48 dans lequel ledit fragment 
d'ADN complementaire est insere au niveau d'un site de 
restriction BamHI . 

2. Vecteur retroviral recombinant selon la 
revendication 1 caracterise en ce que I'ADNc est un 
fragment Spel-EcoRl d'une longueur de 2,43 kb. 

3. Vecteur retroviral recombinant selon la 
revendication 1 ou 2 , caracterise en ce que 
1' expression de I'ADNc est sous le controle d'un LTR ou 
de tout autre promoteur actif dans les cellules souches 
hematopoietiques, les cellules gliales, notamment les 
oligodendrocytes et les cellules microgliales . 

4. Vecteur retroviral recombinant selon la 
revendication 1, caracterise en ce cju'il repond au 
schema de la figure l. 

5. Vecteur retroviral recombinant selon la 
revendication 1 caracterise en ce que le fragment 
d'ADNc code pour une proteine capable de s'integrer 
dans la membrane d*un organite cellulaire, le 
peroxysome . 

6. Vecteur recombinant selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 5, caracterise en ce que le vecteur 
retroviral M48 est remplace par un "adeno-associated 
virus", un adenovirus ou un autre vecteur retroviral, 
notamment MFC . 

7. Cellules recombinantes caracterisees en ce 
qu'il s'agit de cellules ayant la capacite d*etre 
tolerees immunologiquement par un organisme auquel 
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elles seraient administrees, modifiees par un vecteur 
selon I'une quelconque des revendications 1 a 6. 

8. Cellules recombinantes selon la revendicatiion 
1, caracterisees en qpj'il s'agit de fibroblastes 
cutanes. 

9. Cellules recombinantes selon la revendication 
7, caracterisees en ce qu*il s'agit de cellules 
hematopoietiques souches, en particulier de cellules 
precoces, notamment: la population cellulaire CT 34** 

10. Cellules recombinantes selon la revendication 
9, caracterisees en ce que M48 est remplace par AAV. 

11. Cellules recombinantes selon I'une quelconque 
des revendications 7 a 9, caracterisees en ce cpi'il 
s'agit de cellules const itutives du systeme nerveux, 
notamment d ' oligodendrocytes ou de cellules 
microgliales . 

12. Utilisation d'un vecteur ou d'une cellule 
recombinante selon I'une quelconque des revendications 
1 a 10, pour la preparation d'un medicament servant au 
traitement des maladies susceptibles d'etre corrigees 
par 1' expression du fragment d'ADNc de la revendication 
1. 
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